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(57) Abstract: The invention concerns cyclic peptides, the method for preparing them and their use as angiogenesis inhibitor or 
activator. Said cyclic peptides comprise the following peptide sequence: -Arg-lle-Lys-Pro-GIn-Gly-. They can also be used in 
angiogenesis inhibiting systems comprising a support (1) whereon the cyclic peptide is fixed by an organic spacer arm (3), optionally 
provided with a motif (4) capable of being cleaved by an enzymatic system. 
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(57) Abstract: The invention concerns cyclic peptides, the method for preparing them and their use as angiogencsis inhibitor or 
activator. Said cyclic peptides comprise the following peptide sequence: -Arg-De-Lys-Pro-Gln-Gly-. They can also be used in 
angiogenesis inhibiting systems comprising a support (1) whereon the cyclic peptide is fixed by an organic spacer arm (3), optionally 
provided with a motif (4) capable of being cleaved by an enzymatic system. 
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(AM, AZ, BY, KG, KZ, MD, RU, TJ, TM), brevet europeen 



(AT, BE, CH, CY, DE, DK, ES, FI, FR, GB, GR, IE, IT, LU, 
MC, NL, PT, SE, TR), brevet OAPI (BF, BJ, CF, CG, CI, 
CM, GA, GN, GQ, GW, ML, MR, NE, SN, TD, TG). 

Publiee : 

— sans rapport de recherche Internationale, sera republiee 
des reception de ce rapport 

En ce qui concerne les codes a deux lettres et autres abrevia- 
tions, se referer aux "Notes explicatives relatives awe codes et 
abreviations" figurant au debut de chaque numero ordinaire de 
la Gazette du PCT. 



(57) Abrege : U invention concerne des cyclopeptides, leur procecle' de preparation et leur utilisation comme inhibiteur ou activateur 
de 1'angiogenese. Ces cyclopeptides component la sequence peptidique suivante: -Arg-De-Lys-Pro-His-Gln-Gly-Ils peuvent etre 
utilises dans des systemes inhibiteurs de Tangiogenese qui comprennent un support (1) sur lequel le cyclopeptide est fix6 par Tinter- 
mediaire d'un bras espaceur organique (3), muni eventuellement d'un motif (4) susceptible d'etre coupe par un systeme enzymatique. 
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CYCLOPEPTIDES , LEUR PROCEDE DE PREPARATION ET LEOR 
UTILISATION COMME INHIBITEUR OU ACTIVATEUR DE 
L' ANGIOGENESE. 

DESCRIPTION 



5 Domaine technique 

La presente invention a . pour objet de 
nouveaux cyclopeptides et des systemes les comportant 
qui permettent de maitriser 1' angiogenese . 

L' angiogenese est un mecanisme de neo- 

10 vascularisation prenant naissance a partir d'un reseau 
capillaire preexistant. Elle est particulierement 
importante et indispensable au cours de nombreux 
processus physiologique tels que le developpement 
embryonnaire , 1' implantation du placenta, mais aussi 

15 dans differentes pathologies, en particulier la 
croissance des tumeurs, le developpement des 
metastases, l'ischemie, les maladies vasculaires de 
l'ceil et les maladies inf lammatoires chroniques 
(voir Ferrara et al, Nature Medicine, vol. 5, n°12, 

20 Decembre 1999, pages 1361-1364 [1] et Hagedorn et 
Bikfalvi [2]). L' angiogenese est aussi essentielle dans 
la regeneration tissulaire et la colonisation durable 
des biomateriaux implantes tels que les substituts 
osseux. 

25 L' angiogenese est un processus 

multiphasique qui fait appel dans un premier temps a la 
migration, 1' attachement et 1' adhesion des cellules 



WO 02/28895 



PCT/FR01/03049 



2 

endotheliales, puis a leur proliferation et leur / 
organisation en tubes, afin de former le reseau 
vasculaire necessaire au developpement des tissus . 

Parmi les facteurs regulateurs de 
5 1' angiogenese, le facteur de croissance de 
1' endothelium vasculaire (VEGF) est apparu comme l'un 
des plus importants. 

Le VEGF existe sous quatre isoformes, A, B, 
C et D ; et parmi celles-ci, 1'isoforme A qui comprend 

10 165 aminoacides, est un regulateur puissant de 
1 ' angiogenese tumorale et semble etre implique dans 
d'autres pathologies comme la retinopathie diabetique 
ou les maladies inf lammatoires chroniques . 

Le VEGF -A est produit par des cellules 

15 normales ou transf ormees . Son expression peut etre 
induite par l'hypoxie, 1' activation oncogenique ou 
1' activation par des facteurs de croissance, comme le 
facteur de croissance des fibroblastes FGF-2. 

Le VEGF-A se fixe sur dif ferents 

20 recepteurs, notamment le recepteur a domaine kinase KDR 
(VEGFR 2) , qui semble etre un effecteur tres important 
dans 1 ' angiogenese pathologique . Aussi, 1' inhibition de 
1 ' angiogenese a travers le recepteur KDR pourrait 
constituer une approche therapeutique interessante . 

25 La structure du VEGF-A qui comprend 165 

aminoacides, a ete decrite a la fin de 1997, et 
accessible a la fin juin 1998, comme il ressort du 
document (voir Muller Y. A. dans Structure, 1997, 5, 
pages 1325-1338, [3] ) . 

30 
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Etat de la technique anterieure 

Un certain nombre de strategies ont ete 
developpees dans le but d'interferer avec la ^fonction 
du recepteur KDR de VEGF. Elles incluent 1' inhibition 
-5 du VEGF 

- par' des anticorps humanises comme il est decrit 
par Presta et al dans Cancer Research, 57 1997, 
pages 4593-4599 [4] , 

- par des anticorps antiidiotypes, comme il est 
10 decrit par Ortega et al dans Am. J. Pathol- Nov. 

1997, 151(5), pages 1215-1224 [5], 

- par des inhibiteurs du domairie tyrosine kinase du 
recepteur KDR comme il est decrit par Piossek et 
al dans The Journal of Biological Chemistry, 

15 vol. 274, n°9, 1999, pages 5612-5619. [6], et 

- par des peptides inhibiteurs isoles par display 
de phage, comme il est decrit par Fairbrother et 
al dans Biochemistry 37, 1998,. pages 17754-17764 
[7] . 

20 D'autres molecules actives vis-a-vis de 

l'angiogenese ont ete caracterisees et certaines sont 
entrees en phase clinique en cancerologie, comme il est 
decrit par Hagedorn et Bikfalvi dans Critical Reviews 
in Oncology/Hematology, 34, 2000, pages 89-110 [2] . 

25 Le document US -A- 5 93 9 3 83 [8] envisage 

1' utilisation de divers cyclopeptides greffes ou 
couples a un support solide ou autre, pour des 
applications biotechnologiques . Parmi diverses 
possibilities, il propose le, cyclopeptide suivant : 

3 o cyclo(Glu-GIn-lle-Met-Arg-lle-Lys-Pro-His-Gln) 

(SEQ!DNO:24) 
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pour le recepteur KDR du VEGF. 

Cependant, il ne donne aucun resultat sur 
1' inhibition possible du recepteur KDR par ce 
cyclopeptide ^et, comme on le verra plus loin, celui-ci 
5 ne conduit pas a 1' inhibition de la liaison du VEGF a 
son recepteur. 

Expose de 1' invention 

La presente invention a precisement pour 
objet de nouveaux cyclopeptides ayant une af finite de 
10 liaison avec le recepteur KDR plus elev§e que celle 
fournie par les produits mentionnes ci-dessus, ce qui 
permet leur utilisation dans des systemes activateurs 
ou inhibiteurs de 1' angiogenese . 

Aussi, 1' invention a pour objet un 
15 cyclopeptide comportant la sequence peptidique : 

-Arg-lle-Lys-Pro-His-Gln-Gly- 
(SEQIDN0:1) 

Dans cette sequence peptidique, la presence 
des trois aminoacides Arg, Lys et His est essentielle 

20 pour obtenir une interaction voulue avec le recepteur 
KDR du VEGF. . 

Dans 1' invention, les residus Arg et Gly du 
cyclopeptide sont reunis par une chaine qui peut 
comporter une ou plusieurs molecules organiques 

25 choisies parmi les acides amines naturels et 
synthetiques, soit des composes comportant un groupe 
COOH. et un groupe NH 2 eventuellement substitue. Les 
acides amines peuvent etre sous forme L ou sous forme 
D. 
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Les acides amines synthetiques peuvent etre 
par exemple des composes aromatiques et/ou 
heterocycliques comportant un groupe COOH et un groupe 
NH2 sur une structure permettant de dormer une 
5 conformation spatiale proche de celle du VEGF a la 
sequence peptidique interessante (SEQ ID NO : 1) . 

Les parties aromatiques peuvent etre 
d<§rivees du benzene, du naphtalene, du dibenzof urane. 

Les heteroatomes peuvent etre des atomes 
10 d'oxygene, d' azote, de silicium, de germanium, d'etain 
ou de phosphore . 

A titre d' exemple d'un tel acide amine, on 
peut citer l'acide 4- (2 ' aminoethyl) -6- 

dibenzof uranepropanoique de formule : 




15 La synthese de cet acide a ete decrite par 

Bekele et al, J. Org. Chem. 62, 1997, pages 2259-2262 
[9] . 

A titre d' exemple de composes organiques 
susceptibles d'etre utilises, on peut citer les sila- 
20 xanthines, l'acide 4- (2 ' -aminoethyl) -6- (dibenzof u- 
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ranpropanoique, et l'acide 5- (2' -amino£thyl) -9, 9- 
dime thyl s i 1 a -xanthene - 4 - prop anoique . 

Lorsque le composi comporte un groupe NH 2 
substitue, celui-ci peut §tre du type NHR avec R 
5 representant un groupe hydrocarbone , comportant 
eventuellement des groupes fonctionnels du type 
carboxy, ester, ether, hydroxy et siloxy. 

De preference, la chalne qui lie les 
extremites de la sequence peptidique (SEQ ID NO : 1) . 
10 dicrite ci7dessus comprend un acide amine sous forme D, 
de preference D-Phe ou D-Tyr. 

A titre d'exemple de cyclopeptides 
conformes a. 1' invention, on peut citer les 
cyclopeptides suivants : 

15 P7 : cyclo(Gly-Arg-lle-Lys-DPro-His-Gln-Gly-Gln-His) 

SEQ ID NO : 2 

P8 : cyclo(Gly-Arg-lle-Lys-Pro-His-Gln-Gly-His) 
SEQ ID NO : 3 

P9 : cyclo(Pro-Arg-lle-Lys-Pro-His-Gln-Gly-Gln-His) 
20 SEQ ID NO: 4 

P1 1 : cyclo(DPhe^ro-Gln-lle-Met-Arg-lle-Lys-Pro-His-Gln-Gly-Gln-His-lle-Gly-Glu) 
SEQ ID NO: 5 

P1 2 : cyclo(Gly-Gln-lle-Met-Arg-lle-Lys-Pro-His-Gln-Gly-Gln-His-lle-Gly-Glu) 
SEQ ID NO : 6 

25 P1 3 : cyclo(Pro-Gln-lle-Met-Arg-lle-Lys-Pro-His-Gln-Gly-Gln-His-lle-Gly-Glu) 

SEQ ID NO : 7 

P16 : cyclo(Arg-lle-Lys-Pro-His-Gln-Gly) 
SEQ ID NO : 8 

P17 : cyclo(Pro-Arg-lle-Lys-Pro-His-Gln-Gly) 
30 SEQIDN0:9 

P1 9 : cyclo(Gln-lle-Met-Arg-lle-Lys-Pro-His-Gln-Gly-Gln-His-lle-Gly-Glu) 
SEQIDNO:10 

P20 : cyclo(DPhe-Pro-Gln-lle-Met-Arg-lle-Lys-Pro-His-Gln-Gly-Gln-His-lle-Gly) 
SEQ ID NO: 11 
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P21 :cyclo(DPhe-Pro-lle^Met-Arg-lle-Lys-Pro-His-Gln-Gly-G!n-His-lle). 
SEQ ID NO: 12 

P23 : cyclo(DPhe^-Pro-Arg-lle-Lys-Pro-His-Gln) 
SEQ ID NO: 13 

5 P24 : cyclo(Gly-Arg-lle-Lys-Pro-His) 

SEQ ID NO: 25 

Les cyclopeptides de 1' invention peuvent 
etre utilises pour maitriser 1' angiogenese et traiter 
les diverses pathologies liees a 1' angiogenese . Pour 

10 ces applications, on peut les utiliser sous forme de 
solution ou dans des systemes ou biomateriaux. 

Dans le cas oil les cyclopeptides sont 
utilises sous forme de solution, il s'agit generalement 
de solutions aqueuses administrates par voie orale ou 

15 injectables. Le cyclopeptide peut etre utilise soit 
pour assurer 1' inhibition de 1' angiogenese par fixation 
du cyclopeptide sur un recepteur VEGF, soit pour 
assurer 1' activation de 1 ' angiogenese en couplant deux 
cyclopeptides sur un compose organique approprie pour 

20 leur donner une configuration spatiale efficace, 
autorisant la dimerisation des recepteurs du VEGF. 

Dans les deux cas, les cyclopeptides 
peuvent etre couples si necessaire a des agents 
bioactifs . 

25 Aussi, 1' invention a egalement pour objet 

une composition comprenant un cyclopeptide choisi parmi 
les cyclopeptides : . 

P1 1 : cyclo(DPhe^ro-Gln-lle* 
SEQ ID NO: 5 

30 P1 6 : cydo(Arg-lle-Lys-Pro-His-Gln-Gly) 

SEQ ID NO: 8 

P17 : cyclo(Pro-Arg-lle-Lys-Pro-His-Gin-Gly) 
SEQ ID NO: 9 
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P1 9 : cyclo(Gln-lle-Met-Arg-lle-Lys-Pro-His-Gln-Gly-Gln-His-lle-Gly-Glu) 
SEQIDNO:10 

. P20 : cyclo(DPhe-Pro-Gln-lle-Met-Arg-lle-Lys-Pro-His-Gln-Gly-Gln-His-lle-Gly) 
SEQIDN0:11 

5 P23 : cyclo(DPhe-Pro-Arg-lle-Lys-Pro-His-Gln) 

SEQ ID NO: 13 

P24 : cyclo(Gly-Arg-lle-Lys-Pro-His) 
SEQ ID NO: 25 

10 L' invention a encore pour objet une 

composition pharmaceutique pour activer 1' angiogenese 
comprenant deux cyclopeptides identiques ou differents, 
couples avec un compose organique pharmaceutiquement 
acceptable, les cyclopeptides etant choisis parmi les- 

15 cyclopeptides : 

P1 1 : cyclo(DPhe-Pro-Gln-lle-IVIet-Afg-lle-Lys-Pro-His-Gln-Gly-Gln-His-lle-Gly-Glu) 
SEQ ID NO: 5 

P16 : cyclo(Arg-lle-Lys-Pro-His-Gln-Gly) 
SEQIDN0:8 

20 P1 7 : cyclo(Pro-Arg-lle-Lys-Pro-His-Gln-Gly) 

SEQ ID NO : 9 

P1 9 : cyclo(Gln-lle-Met-Arg-lle-Lys-Pro-His-Gln-Gly-Gln-His-lle-Gly-Glu) 
SEQ ID NO: 10 

P20 : cyclo(DPhe-Pro-Gln-lle-Met-Arg-lle-Lys-Pro-His-Gln-Gly-Gln-His-lle-Gly) 
25 SEQIDN0:11 

P23 : cyclo(DPhe-Pro-Arg-lle-Lys-Pro-His-Gln) 
SEQ ID NO: 13 

P24 : cyclo(Gly-Arg-lle-Lys-Pro-His) 
SEQ ID NO : 25 

30 Le compose organique pharmaceutiquement 

acceptable peut comporter des sequences alternees 
hydrophiles -hydrophobes et des fonctions reactives avec 
les fonctions des chaines laterales des acides amines 
du cyclopeptide . 

35 Lorsque les cyclopeptides sont utilises 

sous forme de systemes ou biomateriaux, ceux-ci peuvent 
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egalement etre realises de fagon a assurer, soit 
1' inhibition, soit 1' activation de 1' angiogenese . 

Selon un premier mode de realisation de ces 
syst£mes, ceux-ci comportent un ou plusieurs 
5 cyclopeptides, lie(s) chacun de fagon covalente a un 
bras espaceur organique qui peut etre lui-meme lie de 
faq:on covalente a un support. 

Avec le premier mode de realisation, 
lorsque le systeme est en contact avec les recepteurs 
10 du VEGF, un seul cyclopeptide se fixe sur un recepteur 
du VEGF et empeche la dimerisation du recepteur et 
1' activation de 1 ' angiogenese . 

Selon un seconde mode de realisation de ces 
systemes, plus particulierement destine a assurer. 
15. 1' activation 1 de 1 ' angiogenese, ceux-ci comportent deux 
cyclopeptides lies de facpon covalente a un compose 
organique, pour disposer les deux cyclopeptides dans 
une configuration spatiale efficace pour activer 
1 ' angiogenese . 

20 Les composes organiques sont des composes 

pharmaceutiquement acceptables. lis peuvent etre formes 
de sequences ^alternees hydrophi les -hydrophobes., par 
exemple du type polyethylene glycol/alcane ou 
f luoroalcane, et comporter des fonctions react ives avec 

25 les fonctions amines, hydroxy, acides carboxyliques ou 
autres des chaines laterales du cyclopeptide pour 
assurer sa fixation sur le compose / ils peuvent aussi 
comporter des fonctions de type acrylique. 

A titre d' exemple de compose de ce type, on 

30 peut citer le compose de formule : 
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HOOCH 2 CH 2 0 (CH 2 CH 2 0) 5 (CH 2 ) 3 -NH- (CH 2 CH 2 0) 5 CH 2 - CH 2 - COOH 

qui comporte deux fonctions carboxyliques susceptibles 
de reagir avec des fonctions hydroxy ou amino des 
5 chaines laterales des acides amines du cyclopeptide 

Les composes organiques susceptibles d'etre 
utilises peuvent aussi comporter des parties 
aromatiques et/ou des heteroatomes de fagon a 
maintenir, d'une part, les deux cyclopeptides dans une 

10 configuration efficace et d'autoriser, d' autre part, la 
fixation de ces deux, cyclopeptides, dans cette 
configuration, sur divers supports. 

Les parties aromatiques peuvent etre 
derivees du benzene, du naphtalene, du dibenzof urane . 

15 Les heteroatomes peuvent etre des atomes. 

d'oxygene, d' azote, de silicium, de germanium, d'etain 
ou de phosphore. 

Pour assurer 1 ' activation de l'angiogenese, 
la distance entre les deux cyclopeptides fixes sur le 

20 compose organique est telle que, lorsque le systeme est 
mis en contact avec des cellules exprimant les 
recepteurs du facteur de croissance de 1 ' endothelium 
vasculaire VEGF, il autorise la dimerisation de ces 
recepteurs . 

25 Dans ce second mode de realisation, le 

compose organique supportant les deux cyclopeptides est 
generalement relie a un support au moyen d'un bras 
espaceur organique. 

Dans les deux modes die realisation des 

30 systemes de 1' invention, le bras espaceur comprend par 
exemple une chaine hydrocarbonee, f luorocarbonee, 
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polyether, polyethylene glycol, polyamine, polyamide, 
polyester, polysiloxane ou une combinaison de celles- 
ci, qui est f onctionnalisee a chaque extremite pour 
former une liaison covalente, d'une .part, avec le 
5 cyclopeptide et, d' autre part, avec le support. 

De preference, le bras espaceur organique 
comprend de plus un motif ou une sequence peptitidique 
susceptible d'etre coupe par un systeme enzymatique. 

La coupure du bras espaceur permet ainsi de 
10 liberer les cyclopeptides actifs aux endroits voulu's. 
Le systeme enzymatique peut etre constitue par des 
metalloproteases de la matrice extracellulaire ou 
d'autres enzymes. 

Dans" ce cas, . le motif est une sequence 
15 peptidique qui est un substrat de ces metalloproteases 
de la matrice extracellulaire, par exemple la sequence 
peptidique suivante : 

H00C-A!a-Gly-Leu-Leu-Gly-Gln-ProGly-NH2 

20 

Selon ,une disposition avantageuse de 
1' invention, le bras espaceur peut comprendre. en outre 
des composes bioactifs qui seront egalement liberes a 
l'endroit voulu lors de la coupure de ce bras espaceur. 

25 Ces composes bioactifs peuvent etre par 

exemple des agents cytotoxiques, des 'agents 
anticancereux ou tout autre principe actif que l'on 
voudrait amener au niveau des recepteurs KDR. 

Selon 1' invention, le support sur lequel 

3 0 sont fixes le ou les cyclopeptides peut etre un solide 
organique ou inorganique. On peut utiliser en 
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particulier, comme support un polymere organique sous 
forme solide ou sous forme de gel. 

Le polymere utilise est avantageusement un 
polymere biocompatible, biodegradable ou non 
5 biodegradable . 

A titre d'exemple de polymeres susceptibles 
d'etre utilises, on peut citer le polyterephtalate 
d' ethylene, les copolymeres de fluorure de vinylidene 
et d' hexaf luoropropylene, les alcools polyvinyl iques , 

10 les polyhydroxyethyl methacrylate, les polysaccharides 
et les copolymeres obtenus a partir des monomeres 
entrant dans la constitution des polymeres ci-dessus. 

Les cyclopeptides de 1' invention peuvent 
etre prepares par des procedes mettant en jeu une etape 

15 de synthese automatique d'un peptide lineaire sur une 
phase solide par un procede classique, suivie d'un 
couplage des extremites du peptide lineaire, soit apres 
avoir libere le peptide de la phase solide, soit en le 
liberant ensuite de la phase solide. 

20 Ainsi, selon un premier mode de 

realisation, le procede consiste 

a) a preparer un peptide lineaire par synthese 
chimique.sur une phase solide, 

b) a- liberer le peptide lineaire . de la phase 
25 solide, et 

c) a coupler les extremites du peptide lineaire 
pour former le cyclopeptide . 

Selon un second mode de realisation, le 
procede consiste : 
30 a) a preparer un peptide lineaire par' synthese 

chimique sur une phase solide, 
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b) a coupler 1'extremite libre du peptide lineaire 
avec une fonction terminale d'un residu d'acide 
amine du peptide lineaire, et 

c) a liberer le cyclopeptide de la phase solide. 

5 L' invention a encore pour objet un procede 

de preparation d'un systeme comportant un support sur 
lequel sont fixes le(s) cyclopeptide (s) , qui consiste a 
soum.ettre un support en polymere organique a une 
• irradiation au raoyen de rayonnements ionisants, de' 
10 plasmas ou de photons, sur des zones definies du 
support, et a greffer ensuite sur ces zones du support 
un bras espaceur organique sur lequel est ou sera fixe 
le cyclopeptide. 

Generalement , on realise 1' irradiation au 
15 travers d'un masque pour definir les zones du support a 
modifier. Les rayonnements ionisants utilises peuvent 
etre des faisceaux .d' electrons ou d' ions lourds 
rapides . 

Dans ce procede, les cyclopeptides peuvent 
20 etre fixes sur les bras - espaceurs organiques avant 
greffage. On peut aussi realiser leur fixation, apres 
greffage et dans ce cas, le procede comprend de plus 
une etape de fixation des cyclopeptides sur les bras 
espaceurs organiques, apres greffage de ceux-ci. 
25 D'autres caracteristiques et avantages de 

1' invention apparaitront mieux a la lecture de la 
description qui suit, d'exemples de realisation donnes 
bien entendu a titre illustratif et non limitatif, en 
reference aux dessins annexes. 

30 
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Breve description des dessins 

La figure 1 represente le premier mode de 
5 synthese d'un cyclopeptide conforme a 1' invention. 

La figure 2 represente le second mode de 
synthese d'un cyclopeptide conforme a 1' invention. 

La figure 3 illustre la liaison d'un 
cyclopeptide conforme a 1' invention sur un support au 
10 moyen d'un bras espaceur organique. 

La figure 4 illustre la fixation d'un 
compose organique port ant deux cyclopeptides sur un 
support par 1' intermediate d'un bras espaceur. 

Expose detaille des modes de realisation 

15 On decrit ci-apres la synthese chimique des 

peptides PI a P22 decrits dans le tableau 1, qui 
comportent des sequences correspondant aux segments p5- 
(36 du facteur de croissance de 1 ' endothelium vasculaire 
(VEGF-A) . 

20 Les peptides PI a P6, P10, P14 et P15- sont 

des peptides lineaires et les peptides P7 a P9, Pll, 
P12 # P13 et P16 a P24 sont . des cyclopeptides . 

Les cyclopeptides P7 a P9, Pll, P12, P13, 
P16 a P18 et P23 sont prepares en utilisant la methode 
25 de synthese A, soit le premier mode de realisation du 
procede de synthese des cyclopeptides de 1' invention. 

Les cyclopeptides P12, P13 et P19 a P22 
sont prepares en utilisant la methode de synthese B, 
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soit le second mode de realisation du procedS de 
synthese des cyclopeptides de 1' invention. 

Dans la description qui suit, de ces 
syntheses, on a utilise les abbreviations suivantes : 
5 - Fmoc : 9-fluorenylmethoxy carbonyle, 

- tBu : t-butoxycarbonyle, 

- Trt : trityle, 

- 2-C1 Trt : 2 -chlorotrityle , 

- HMPB : acide 4 -hydroxymethyl - 3 -methoxyphenoxy- 
10 butyrique 

- BHA : benzhydrylamine . 

- HOBt : N-hydroxybenzotriazole, 

- DCC : N,N' -dicyclhexylcarbodiimide, 

- DCM : dichloromethane, 

15 - TFA : acide trif luoroacetique, 

- DIEA : N,N-diisopropyl-ethylamine, 

- NMM : N-methylmorpholine, 

- PyBoP : Triazole-l-yl-oxy-tris-pyrrolidino- 

phosphpnium hexaf lorophosphate, 
20 - NMP : N-methylpyrrolidone, 

- DIPCDI : N,N-diisopropylcarboiimide, 

- DMAP : 4-dimethylaminopyridine, 

- FCS : Serum foetal de veau, 

- PBS : tampon salin au. phosphate , 

25 - DMEM : Milieu essentiel minimal modif ie selon 

Delbecco, 

- HEPES : acide [N-2- (hydroxyethyl) piperazine-N' - (2- 
e thane sulfonique) ] . 
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La methode de synthese A est representee 
sur la figure 1 qui illustre la synthese du 
cycopleptide P7. 

Selon cette methode, on synthetise tout 

5 d'abord le peptide lineaire sur une phase solide P par 
synthese par lots en utilisant la technique de 
protection Fmoc/tBu # et un synthetiseur automatique 
Applied Biosystems 43 OA. Pour la preparation des 
fragments peptidiques proteges, on utilise des resines 

10 prechargees 2-chlorotrityle labile aux acides, par 
exemple les resines H-His (Trt) -2-ClTrt et H-Ile-2- 
ClTrt, ou des resines de HMPB-BHA a base, de BHA 
polystyrene f onctionnalises avec un " linker qui est 
l'acide . 4-hydroxymethyl-3-methoxy-phenoxybutanbique de 

15 Rinker, par exemple la resine Fmoc-Gly-HMPB-BHA. 

Les acides amines proteges par le groupe 
9-f luorenylmethoxycarbonyle (Fmoc) sont couples en 
utilisant un exces correspondant a quatre fois la 
quantite d'aminoacide active en tant qu' ester de 

20 N-hydroxybenzotriazole (HOBt) au moyen de 

N, N' -dicyclohexylcardodiimide (DCC) . 

Sur la figure 1, la premiere ligne 
represente le peptide lineaire dont les chaines 
laterales sont protegees soit par des groupes trityle 

25 (Trt) dans le cas des groupes amino de His et Gin, le 
groupe Boc (t-butyloxycarbonyle). dans le cas du groupe 
amino de Lys et le groupe 

2,2,5,7,8 -pent ame thyl -chrdmane - 6 - sul f onyle ( Pmc ) dans 
le cas de Arg. 

30 On procede alors . a la separation du peptide 

lineaire de la phase solide P par traitement avec une 
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solution a 1 % d'acide trif luoroacetique (TFA) dans du 
dichloromethane (DCM) . 

On obtient ainsi un fragment peptidique 
protege avec un haut rendement et un haut degre de 
5 purete et une perte negligeable des groupes protegeant 
les chaines laterales des aminoacides . 

Un traitement repete de la resine 
peptidylique avec une solution fraiche de TFA et des 
• temps de reactions minimaux (dix fois pendant deux 
10 minutes) donne les meilleurs resultats. On lave alors 
la resine avec DCM et du methanol plusieurs fois. 
L'aichevement de la coupure est suivi par 
chromatographic sur couche mince. Les filtrats combines 
sont evapores sous pression reduite et de l',eau glacee 
15 est ajoutee au residu pour precipiter le materiau 
peptidique. Le materiau brut est isole par filtration, 
lave avec de l'eau fraiche et seche dans un 
dessiccateur sous vide pousse sur NaOH. Les peptides 
lineaires proteges sont analyses par chromatographic 
20 liquide a haute performance HPLC sur phase inverse 
(colonne Lichrosob RP-18 de Merck, 7 ^m, 0,4 x 25 cm) 
en utilisant un gradient lineaire allant de 70 a 100 % 
de B dans A, . le solvant A etant une solution aqueuse a 
0,1 % de TFA et le solvant B etant une solution aqueuse 
25 a 0,1 % de TFA et 70 % d'acetonitrile. 

Le peptide lineaire protege correspondant a 
P7 est illustre sur la figure 1. 

On procede ensuite a la cyclis'ation du 
peptide lineaire protege. Dans ce but, on le dissout 
30 dans du DCM pour obtenir une concentration, finale de 
1 mg/ml. On ajoute a la solution 6 equivalents de N,N- 
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diisopropylethylamine (DIEA) ou de N-methylmorpholine 
(NMM) , et on realise la cyclisation au moyen de 
benzotriazole-l-yl-oxy-tris-pyrrolidino-phosphonium 
hexaf luorophosphate (PyBOP) /N-hydroxybenzotriazole 

5 (HOBt) en utilisant trois equivalents de chaque reactif 
de couplage. On maintient le milieu react ionnel a 25 °C 
sous atmosphere d' azote et faible agitation pendant 
24 a 48 heures jusqu'a ce que la cyclisation soit 
complete, ce qui est verifie par HPLC. 

10 On elimine le solvant par evaporation sous 

pression reduite et on ajoute de l'eau glacee au 
residu. On separe le precipite brut par filtration, on 
le lave a l'eau fraiche, on le seche dans un 
dessicateur sous vide pousse sur NaOH, et on 1' utilise 

15 pour la deprotection totale des chaines laterales sans 
purification complementaire . 

Le cyclopeptide protege correspondant a P7 
est illustre sur la figure 1. 

La deprotection des chaines laterales du 

20 cyclopeptide est effectuee au moyen d'une solution de 
TFA a 95 % en presence des reactif s (phenol, 
thioanisole, triisopropylsilane, eau) pendant 2 a 
3 heures. On effectue ensuite une evaporation de la 
majeure partie du TFA pour obtenir une bonne 

25 precipitation du cyclopeptide brut deprotege/ et on 
ajoute 10 fois le volume d 7 ether refroidi a la glace. 
Apres filtration et lavage avec de l' ether frais, on 
seche le precipite sur NaOH et on lyophilise. On 
effectue ensuite des purifications' semi-preparatives 

30 sur une colorine HPLC d'Applied Biosystems en utilisant 
% la colonne a phase inverse Lichrosorb C18 (250 x 10) . 
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On utilise les tampons A et B decrits ci-dessus. Des 
gradients lineaires de 10 a 50 % de B dans A sur une 
duree de 30 minutes, a un ddbit de 4 ml/min, sont 
utilises. On reunit les fractions homogenes obtenues 
5 par HPLC et on les lyophilise pour obtenir les 
cyclopeptides voulus avec un taux de purete 
satisfaisant, superieur a 95 % par HPLC analytique. 

La figure 1 illustre le cyclopeptide 
protege, puis l'etape de deprotection aboutissant au 
10 cyclopeptide P7 du tableau 1. 

On suit le meme mode operatoire pour 
preparer les peptides P8, P9, Pll, P12, P13, P16 a P18 
et P23, en utilisant pour la synthese les acides amines 
L ou D proteges par le groupe Fmoc, la resine Fmoc-L- 
15 Gly-HMPB/BHA (0,53 mmol/g), la resine H-His (Trt)'-2- 
ClTrt (0,42 mmol/g), la resine H-Ile~2-ClTrt (0,53 
mmol/g), et la resine NovaSyn TGA ((90 /xm) , et PyBOP 
provenant de la Societe Novabiochem. 

On utilise aussi les reactifs HOBt, DCC, 
20 TFA, DIEA, NMM et la piper idine provenant de Aldrich. 

On precise que les HPLC sont effectuees sur 
colonne Lichrosorb RP-18 (7-/im, 0,4 x 25 cm) de Merck, 
et sur colonne Lichrosorb C-18 (5-^m, 0,4 x 25 cm) de 
Interchim, en realisant 1'elution avec un gradient 
25 lineaire du solvant B dans le solvant A. Le solvant A 
comprend 0,1 % de TFA dans H 2 0 . Le solvant B comprend 
0,1 % de TFA, 70 % d' acetonitrile et 30 % d'eau. On 
utilise un debit de 1 ml/min sur une duree de 
3 0 minutes. La detection UV est effectuee : a 
30 214 nanometres et 280 nanometres. Les peptides purifies 
sont caracterises par analyse des aminoacides, • en 
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realisant I'hydrolyse dans HCl 6M et du phenol a 2 %, a 
110°C, pendant 20 a 24 heures, et par spectrometrie de 
masse FAB-MS. 

On decrit maintenant la methode de synthese 
5 B, soit le second mode de realisation du procede de 
synthese des cyclopeptides de 1' invention. 

Le mode de synthese B est illustre sur la 
figure 2 dans le cas du peptide P19 . 

Pour cette synthese, on utilise les memes 
10 reactifs que pour la synthese A en y ajoutant la resine 
Fmoc-L-Glu (PEG-PS) -OAllyl (0,18 mmol/g) de Perkin 
Elmer. 

On synthetise tout d'abord le peptide 
lineaire P10 par synthese en phase solide en utilisant 

15 le synth4tiseur automatique Applied Biosystems 430. A, 
comme dans la methode de synthese A. 

Comme represents sur la figure 2, le 
premier acide amine C-terminal Fmoc-Glu-OAllyl est fixe 
sur la resine NovaSyn TGA de 90 /xm (phase solide P) par 

20 sa chaine laterale en utilisant une methode & anhydride 
symetrique. On fait gonfler.. la resine dans de la N- 
methylpyrrolidone (NMP) pendant 30 minutes. On ajoute 
une solution de 5 equivalents de . N,N- 
dii sop ropy lcarbodiimide (DIPCDI) , a une. solution de 

25 10 equivalents de l'acide amine dans du DCM sec a 0°C. 
Apres agitation pendant 30 minutes, on elimine le 
solvant sous pression reduite et on' dissout le residu 
dans NMP et on le transfere sur la resine pre- 
impregnee. .La fixation de l'acide carboxylique 

30 est achevee par esterif ication catalysee par la 
4-dimethylaminopyridine (D^4AP) , a raison de 
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0,1 equivalent pendant 2 heures, pour donner une 
substitution finale de 0,25 mmol/g. La charge de la 
rSsine est estimee par quantification UV du produit 
d' addition piperidine-Fmoc a 290 nm. La resine 
5 commerciale Fmoc-L-Glu- (PEG-PS) -OAllyl (0,18 mmol/g) 
provenant de Perkin Elmer a aussi ete utilisee. 

On couple les acides amines suivants, 
proteges par le groupe Fmoc, en utilisant un exces 
correspondant a 4 fois la quantite d'aminoacide active 
10 en tant qu' ester HOBt au moyen de DCC. 

On obtient ainsi le peptide lineaire a 
chaines laterales protegees, represents a la premiere 
ligne de la figure 2. 

On effectue ensuite une deprotection 
15 allylique de l'acide amine terminal Glu fixe sur la 
phase solide, en traitant la resine avec le peptide 
protege par 3 equivalents de [Pd(PPh 3 ) 4 ]. dans un melange 
DCM : AcOH : NMM (37 : 2 : 1) sous un courant d' argon a 
25 °C pendant 2,5 heures sous agitation douce 
20 occasionnelle . On elimine le catalyseur en lavant la 
resine avec 0,5 % de DIEA dans NMP, pendant 2 minutes 
3 fois dans NMP, puis dans du diethyldithiocarbamate de 
sodium a 0,5 % P/P dans NMP, 3 fois pendant 15 minutes, 
et f inalement dans NMP et DCM pendant 2 minutes en 
25 repetant 3 fois. 

On effectue ensuite la cyclisation ' du 
peptide sur la phase solide de la fagon suivante.On 
traite la resine avec 20 % de piperidine dans NMP pour 
liberer le groupe amino N-terminal du peptide et .on la 
30 lave avec HOBt IN dans NMP, puis avec NMP et DCM. On 
effectue la cyclisation en phase solide en utilisant 
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6 equivalents de PyBOP, 6 equivalents de HOBt et 
12 equivalents de DIEA dans NMP, pendant 4 a 6 heures. 
On verifie 1' achievement de la cyclisation par le test a 
la ninhydrine. On lave la resine plusieurs fois avec 
. 5 MMP et DCM, et on la seche sous vide pousse pendant une 
nuit. Le cyclopeptide protege est represents sur la 
figure 2 . 

On procede ensuite a la separation du 
cyclopeptide de la phase solide et a la deprotection 
10 des chaines laterales des aminoacides. Ceci est 
effectue au moyen de TFA a 95 % et le produit 
d'acidolyse est purifies par HPLC semi -preparative comme 
decrit ci-dessus. 

On reunit les fractions homogenes obtenues 
15 par HPLC et on les lyophilise pour obtenir les 
cyclopeptides voulus avec un degre de purete 
satisfaisant (superieure a 95 % par HPLC analytique) . 

On obtient ainsi le cyclopeptide 
P 19 represents sur la figure 2. 
20 On suit le meme mode operatoire pour 

preparer les cyclopeptide P20 a P22 du tableau 1. 

Les peptides lineaires PI a P6, P10, P14 et 
P15 du tableau 1 sont .prepares par synthese peptidique 
classique. 

25 Le tableau 2 illustre la structure et les 

masse moleculaire des peptides PI a P22 en se referant 
a la sequence peptidique du VEGF-A qui comporte 
165 acides amines. 

On teste les peptides PI a P24, en ce qui 

30 concerne leur propriete d' inhibition de la liaison du 
VEGF sur son recepteur KDR. 
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Pour ces essais, on utilise des cellules 
d'ovaires d' hamster chinois deficients en sulfate 
d'heparane transfectees avec un vecteur d' expression 
contenant VEGFR2 cDNAs (Cellules CHOm VEGFR2) . Il a ete 
• 5 demontre que le KDR recombinant des cellules CHO 
presente ■ les memes caracteristiques que le KDR de 
cellules endotheliales (voir Binetruy-Tournaire et al, 
EMBO Journal, 19, (7), 2000 pages 1525-1533 [10]). 

Les cellules CHOm VEGFR2 sont obtenues par 
10 transfection des cellules d'ovaires d' hamsters chinois 
deficients en sulfate d'heparane avec du VEGFR2 cDNA 
dans un vecteur psV-7d .comme il a ete decrit par Jonca 
et al dans J. Biol. Chem., 1997, 272, pages 24203 [11]. 
Les cellules CHOm VEGFR2 sont cultivees en routine dans 
15. un milieu Eagle modifie par un milieu Dulbecco, 
supplements avec 10 % (V/V) de serum foetal de veau 
(FCS) , 50 U/ml de penicilline, 50 fig/ml de 
streptomycine, 1 mg/ml de glucose et 2 mM de 
L-glutamine, a 37°C, dans une atmosphere a 5 % de C0 2 . 
2 0 Pour ces essais, on utilise du VEGF marque 

radioactivement avec 125 I-Na en utilisant des perles 
d'iode (Iodogen) . 

L'activite specif ique de 125 I-VEGF est de 
150000 a 200000 cpm/ng. Les cellules sont ensemencees 
25 dans des boites de 3,5 cm de diametre, rev§tues au 
prealable de 0,15 % de gelatine, a une , densite 
de 200000 cellules par boite et cultivees dans un 
milieu complet pendant 2 jours. Les. boites 
subconf luentes sont transferees a 4°C. Les- cellules 
30 sont lavees deux fois avec un tampon salin au phosphate 
refroidi a la glace (PBS) et incubees avec differentes 
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concentrations de peptides et 5 ng/mL de I-VEGF, en 
presence ou en l'absence de 50 ng/mL d'heparine, dans 
un tampon de liaison (DMEM contenant 20 mmol/L de 
HEPES, pH 7,4, 0,15 % de gelatine), pendant 
5 2 heures, a 4°C. A la fin de la periode d' incubation, 
les cellules sont lavees 3 fois avec du PBS refroidi a 
la glace et solubilisees dans 1 mL de tampon avec 2 % 
de Triton X 100, 10 % de glycerol, 1 mg/mL de serum 
albumine -bovine BSA. Le taux de radioactivite liee aux 
10 cellules est compte' dans un compteur gamma Kontron 
MR-250. La liaison non-specif ique est determinee par 
incubation des cellules avec 125 I-VEGF et un exces de 
200 fois de VEGF .non marque. La liaison specif ique est 
calcul£e en soustrayant la liaison non specifique de la 

15 liaison totale. 

On effectue cet essai, en presence de 
concentrations fixees des peptides PI a P22, de 20 jiM, 
200 M M / et 400 M M " Tous les P e P tides lineaires et 
quelques peptides cycliques ne montrent pas d'effet 

20 inhibiteur sur la liaison du VEGF au KDR a ces 
concentrations. On poursuit les essais avec les 
cyclopeptides interessants et deux peptides lineaires 
comme* temoins pour une analyse de 1' inhibition en 
fonction de la dose. 

25 Les resultats obtenus representees par IC S0 , 

soit la concentration en /iM necessaire pour, inhiber 
50 ■ % de la liaison du VEGF au recepteur KDR, sont 
donnes egalement dans le tableau 2 . 

Tous les essais sont repetes trois fois et 
3 0 donnent des resultats similaires. 
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On remarque ainsi que les cyclopeptides 
Pll, P16, P17, P19, P20, P23 et P24 sont tres efficaces 
pour inhiber la liaison de VEGF au recepteur KDR. 

En revanche, le cyclopeptide P22 . qui 
5 correspond au cyclopeptide decrit dans US-A-5 939 383 
[8] n'est pas plus efficace que les peptides lineaires 
PI a P6, P10, P14 et P15 pour inhiber cette liaison. 

Les peptides inhibant la liaison du 

125 

I -VEGF au recepteur VEGFR2 sont ensuite testes dans 
10 des experiences d' angiogenese in vitro, ex vivo et in 
vivo et sur leur effet sur la signalisation cellulaire. 
On donne ici des resultats concernant l 1 effet des 
peptides actifs sur la proliferation cellulaire, la 
migration cellulaire et sur 1« activation des kinases 
15 p42 et. p44 (MAP kinases : kinases activees par les 
mitogenes) . 

La proliferation cellulaire est mesuree par 
comptage cellulaire. 7000 cellules endothelials sont 
placees dans des puits de plaques de 24 (Costar) dans 

20 du milieu DMEM contenant du serum bovin de nouveau ne. 
Apres que les cellules ont adhere, les cellules sont 
lavees dans du DMEM sans serum . et incubees avec du 
milieu DMEM contenant 1 % de serum bovin de nouveau-ne, 
10 ng/mL de VEGF en presence ou en absence de 

25 • differentes concentrations de peptides. Deux jours 
apres, les cellules sont encore une fois stimulees par 
le VEGF en presence ou absence de differentes 
concentrations de peptide. Au cinquieme jour, les 
cellules sont trypsinisees et comptees avec un compteur 

30 , Coulter. A titre d'exemple, le peptide Pll (circulaire) 
montre une forte inhibition de la proliferation 
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cellulaire. En revanche, le peptide lineaire est 
inactif (Tableau 3) . 

La migration cellulaire est mesuree selon 
la methode decrite par Sato et Rifkin (J. Cell Biol., 
5 Sept., 1988, (107 (3) : 1199-205) [17] , avec des 
modifications. 100 000 cellules endothelials sont 
placees dans des boites de culture de.35 mm dans du- 
milieu DMEM contenant 10 % de serum de veau foetal. A 
confluence, le milieu est remplace par du milieu DMEM 
.0 sans serum et les cellules sont laissees incuber la 
nuit. Le. lendemain, une denudation est artif iciellement 
effectuee dans la monocouche avec une pointe de pipette 
sterile. Une serie de photos digitales est prise et le 
bord de la denudation est trace par une ligne utilisant 
L5 le programme BiocomVisionL@b2000 . Les . boites sont 
ensuite rincees et incubees avec 10 ng/mL de VEGF en 
presence ou absence de peptide. Apres 18 heures 
d 1 incubation, une nouvelle serie de photos est prise et 
les images avant et apres stimulation superposees. Les 
20 cellules se trouvant au-dela du bord de denudation sont 
comptees. Par exemple, Le peptide Pll (cyclique) dans 
ce type d ! experience inhibe fortement la migration 
cellulaire. En revanche, le peptide lineaire n'a aucun 
effet (Tableau 3) . 
25 La phosphorylation de ERKl (p44) et de ERK2 

(p42) est. mesure par Western Blot utilisant des 
anticorps anti p42/p44 (New England Biolabs) . Les 
cellules endothelials capillaires sont cultivees en 
DMEM contenant 10 % de serum bovin de nouveau-ne! Des 
30 cultures subconf luentes sont ensuite depourvues de 
serum pendant 24 heures. Les peptides sont rajoutes a 
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des concentrations specifiques pendant 5 minutes aux 
cellules en presence ou en absence de^lO ng/mL de VEGF. 
Les cellules sont' ensuite enlevees des boites de 
culture et lysdes pendant 20 minutes sur la glace dans 
5 du tampon de lyse Nontenant 50 mM Hepes, pK 7,4, 75 mM 
NaCl, 1 mM EDTA, 1% Nonidet P-4 0 et 0,01 .% de SDS. Le 
materiel insoluble est enleve par centrifugation et 
50 fig/mL . d ! extrait proteique sont separees par 
1 1 electrophorese en gel de polyacrylamide contenant du 

10 sodium dodecyl sulfate (SDS) dans des conditions 
denaturantes. Les proteines sont ensuite transferees du 
gel sur une membrane " de nitrocellulose (Amersham 
Pharmacia Biotech, Orsay) avec un appareil de transfert 
(Transfert semi-sec, Bio-Rad, lvry- sur- Seine, France) . 

15 La membrane est ensuite incubee avec les ' anticorps 
primaires contre p42/p44 puis secondaires couples a la 
peroxydase. La visualisation est effectuee en utilisant 
le systeme ECLplus (Amersham Pharmacia Biotech, Orsay) . 
Les resultats sont quantifies en utilisant le programme 

2 0 Image Quant (Molecular Dynamics) . 

A titre d'exemple, le peptide Pll 
(cyclique) inhibe fortement la phosphorylation de 
p42/p44. Le peptide lineaire n'a pas d ! effet (Tableau 
3) - 

25 Tableau 3 





Proliferation 
(IC50) 


Migration 
(IC50) 


Phosphorylation p42 
(% d'inhibition) 


Phosphorylation p44 
(% d'inhibition) 


Pll 


7nM 


30 >iM 


75% 


90% 


P14 


> 300 \iM 


> 300 \iM 


0% 


0% 
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Le tableau 3 indique l'effet du peptide Pll 
sur la proliferation et la migration cellulaire et sur 
la phosphorylation des kinases MAP (p42 et p44) . Les 
experiences ont ete effectuees comme indiquees. 
5 L 1 inhibition de la proliferation et de la migration est 
indiquee en valeurs d ! inhibition a 50 % de l'effet 
biologique (IC 50) . 50 jxM de peptides ont ete utilises 
pour les experiences de phosphorylation. Le degre de 
phosphorylation est estime apres quantification des 

10 signaux obtenus a partir des films, d 1 autoradiographie 
et les resultats sont exprimes en pourcentage 
d' inhibition par rapport au signal obtenu avec 10 ng/mL 
de VEGF seul . 

Les cyclopeptides de 1' invention peuvent 

15 etre utilises pour la realisation de systemes 
inhibiteurs ou activateurs de ,1< angiogenese, soit sous 
forme soluble, soit en les couplant a des supports 
appropries . 

Sur la figure 3, on a represents le premier 
20 mode de realisation d'un systeme inhibiteur conforme a 
1' invention." 

Sur cette figure, on voit que le 
cyclopeptide est couple a un support approprie 1 par 
1' intermediaire d'un bras espaceiir organique 3, qui 
25 peut comporter un motif 4 susceptible d'etre coupe par 
un systeme enzymatique. 

Le bras espaceur organique peut etre 
const itue par une chaine hydrocarbonee, f luorocarbonee, 
polyether, polyethylene glycol, polyamine,- polyamide, 
30 polyester, polysiloxane ou une combinaison de celles- • 
ci, qui est fonctionnalisee a chaque extremite pour 
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former une liaison covalente, d'une part, avec le 
cyclopeptide et, d' autre part, avec le support 1. 

Le motif 4 susceptible d'etre coupe par 
un systeme enzymatique present dans le bras espaceur 
5 3 peut etre en particulier une sequence peptidique qui 
est un substrat des enzymes telles . que les 
metalloproteases de la matrice extra-cellulaire . 

La presence de ce motif permet ainsi de 
liberer le cyclopeptide a l'endroit voulu lorsqu'il est 
10 en contact avec les enzymes appropriees, permettant 
ainsi au cyclopeptide de remplir sa fonction 
' d' inhibition de la liaison du VEGF au recepteur KDR et 
de maitriser 1' angiogenese. 

Sur la figure 3, on a represents un seul 
15 cyclopeptide lie au support. Bien entendu, . on peut 
utiliser des supports comportant un grand nombre de 
cyclopeptides, lies chacun au support par un bras 
espaceur organique comportant ou non un motif tel 
que 4 . 

20 Sur la figure 4, on a represents un autre 

mode de realisation des systemes de 1 "invention, dans 
lequel on utilise deux cyclopeptides pour obtenir un 
effet activateur des recepteurs KDR . 

Dans ce cas, deux cyclopeptides sont fixes 

25 sur un compose 6 qui est lui-meme relie au support 
1 par un bras organique espaceur 3 ; ce bras peut 
egalement comporter un motif 4 susceptible d'etre coupS 
par un systeme enzymatique. 

Le choix du compose organique sur lequel 

3 0 sont fixes les deux cyclopeptides permet de disposer 
ceux-ci dans une configuration satisf aisante pour 
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autoriser la dimerisation des recepteurs du facteur de 
croissance de 1 ' endothelium vasculaire. 

Ainsi, la distance entre les deux 
cyclopeptides fixes est telle que lorsque le systeme 
5 est mis en contact avec des cellules exprimant des 
recepteurs du VEGF, il autorise la dimerisation de ces 
recepteurs. 

Le bras organique espaceur 3 peut etre du 
meme type que celui de la figure 3 et comporter un 
10 motif 4 du meme type que celui de la figure 3. 

Le compose organique 6 peut etre forme de 
sequences alternees hydrophiles-hydrophobes , du type 
polyethyleneglycol/alcane ou f luoroalcane, • pour 
permettre une disposition appropriee des deux 
15 cyclopeptides. La fixation de chaque cyclopeptide sur 
ce compose met en ceuvre des fonctions amines ou acides 
carboxyliques des chaines laterales du cyclopeptide ou 
des fonctions de type acrylique. 

Le support 1 utilise dans les dif f erents 
20 modes de realisation des systemes de 1' invention peut 
etre sous forme solide ou sous forme de gel.. II peut 
s'agir d'un solide organique ou inorganique . 

De preference, le support est un polymere 
organique biocompatible, biodegradable ou non. Dans ce 
25 cas, ' la fixation du ,bras espaceur organique sur ce 
polymere peut etre effectuee par voie chimique ou 
radiochimique . Dans ce dernier cas, on soumet le 
support en polymere organique a une irradiation au 
moyen de rayonnements ionisants, de plasmas ou de 
30 photons sur les zones def inies du support qui devront 
recevoir le bras espaceur, et on greffe ensuite sur ces 
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zones le bras espaceur organique, soit directement , 
soit par 1 ' intermediaire d'un monomere polymerisable 
par vole radicalaire (radiogref f age) comportant par 
exemple des fonctions amine ou acide carboxylique.. 
5 Le couplage au polymere radiogreffe ou non 

se fait par exemple par creation de liaisons amides, 
soit entre les fonctions acides carboxyliques et les 
fonctions amines introduites a l'extremite des bras 
espaceurs, soit entre les fonctions amines du support 
10 et les fonctions acides carboxyliques introduites a 
l'extremite des bras espaceurs . 

Les exemples suivants illustrent la 
realisation de tels systemes. 

15 Exemple 1 : Realisation d'un systeme comportant deux 

cyclopeptides relies de maniere covalente 
par un compose organique. 

On part d'un compose organique comportant 
trois groupes fonctionnels dont l'un est protege/ 
20 Le compose organique repond a la formule : 

H00C CH2CH 2 0(CH2CH20)5(CH2)3NH(CH2CH20)5CH 2 CH2 C00H 

(compose 1) 

Le bras espaceur est fixe sur le groupe- NH 
de ce compose, et il repond a la formule : 
2 5 CH 2 = CH-CO-NH-(CH 2 )5-CO-P-CO- . 

(compose 2) 

dans laquelle P represente le peptide qui est un 
substrat ■ de metalloprotease . de la matrice 
extracellulaire . 
3 0 On prepare le compose organique 1 en 

effectuant les etapes suivantes . 



WO 02/28895 



32 



PCT/FR01/03049 



Etape n°l : Condensation de l'hexaethv- 
leneglycol sur 1'acrvlate de tertiobutyle . 

Pour cette etape, on suit le mode 
operatoire decrit par O.Seitz, H. Kunz, J. Org. Chem. , 
5 62, 813 (1997) [12] : 

.OtBu 

1) Na/THF 

+ HO(CH 2 CH 2 0) 5 CH 2 CH 2 OH ► HO(CH 2 CH 2 0) 5 CH 2 CH 2 COOtBu 

2) HGl IN (compose 3) 
O 

Dans un tricol,, on ajoute le THF anhydre 
avec 1 ' hexaethylene glycol le tout sous azote et 
agitation. Qn ajoute alors Na que l'on laisse 
10 dissoudre. On rajoute l'acrylate de tertiobutyle. On 
laisse tourner 20 heures a temperature ambiante. On 
ajoute 

HC1 IN pour neutraliser la solution. On evapore le THF 
sous pression reduite, puis on noie la solution dans de 

.15 l'eau salee saturee. La solution est alors extraite a 
1' acetate d f ethyle /trois fois. L 1 ensemble des phases 
organiques est de nouv'eau noye dans de l f eau salee 
saturee. On recupere la phase organique et on evapore 
1' acetate d'ethyle. On recupere le produit pur (compose 

20 3) avec un rendement de 96 %. 

Etape n°2 : Fonctionnalisation de l 1 autre 
extremite du compose 3 par azidation. 

- a) tosylation selon le mode operatoire 
25 decrit par D.S. Wlibur et al 7 Bioconjugate Chem., 9, 
813 (1998) [13] : 
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TsCI 

HO(CH 2 CH 2 0) 5 CH 2 CH 2 COOtBu ► TsO(CH 2 CH 2 0) 5 CH 2 CH 2 GOOtBu 

(compose 3) p y r,dme (compose 4) 

Dans un dicol, on place la pyridine et le 
compose 3 de depart. Le tout est place a 0°C sous N 2 . 
On rajoute alors le TsCI. Apres 15 heures de reaction, 
5 la solution est noyee dans la glace et extraite 3 .fois 
au CH 2 C1 2 . La phase organique est lavee avec, une 
solution d'acide acetique 2 %, puis avec de l'eau. La 
phase organique est alors recuperee, sechee sur MgS0 4 et 
evaporee sous pression reduite. Le produit est purifie 
10 par passage sur colonne de silice (70/230) avec 100 % 
d f acetate d 1 ethyl e comme eluant . Le produit (compose 4) 
est recupere avec un rendement de 65 %. 

- b) Azidation selon le mode operatoire 
decrit par K. D. Reynolds, Bioconjugate Chem. , 10, 
15 1021-31 (1999) [14] : 

NaN 3 

TsO(CH 2 CH 2 0) 5 CHoCH 2 COOtBu ► N 3 (CH 2 CH 2 0) 5 CH 2 CH 2 COOtBu 

DMF 

(compose 4) (compose 5) 

Dans un dicol, on place le compose 4 avec 
du DMF sous N 2 , puis on ajoute NaN 3 . On laisse tourner 
le tout pendant 20 heures, la solution devient opaque. 
20 La solution est passee sur fritte, puis le DMF est 
coevapor<§ avec du toluene. On obtient un .precipite 
blanc que l r on dilue a 1' ether. La solution est de 
nouveau passee sur fritte et 1' ether est evapore . 

On obtient alors le compose 5* avec un 
25 rendement de 95 %. 
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Etape n°3 : Fontionnalisation de 1 1 autre 
extremite du compose 3 par allvlation . 



tBuOOC 




(compose 3) 



L f allylation est realisee par substitution 
nucleophile du bromure d'allyle commercial par le sel 
de sodium de 1 'hexaethyleneglycol . Le derive obtenu est 




10 ensuite isole par chromatographic sur colonne de silice 
avec un rendement de 50 %. 

La synthese est effectuee dans le THF. 



Etape n°4 : Hvdroboration 
15 Elle est effectuee, selon le procede 

decrit par Carboni et al, J. Org f Chem. , 1993, 58, 
3736-3741 [15] en faisant reagir le compose 5 avec le 
compose 6* sur lequel a ete additionne , du 
dichloroborane . On obtient le compose 7. 

2 o tBuOOCCH2CH20(CH2CH 2 0)5CH2 CH2CH 2 HN(CH2CH20) 5 CH2CH2-COOtBu 

(Compose 7) 

Etape n°5 : Protection de l 1 azote 
Le compose 7 est traite par . du FmocOSu, 
25 selon le procede utilise par exemple par Chetyrkina. et 
al., Tetrahedron Letters 2000, 41, 1923-1926 [16]. 
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On obtient le compose 8 

r moc 

tBuOOCCH 2 CH20(CH 2 CH 2 0)5CH 2 CH 2 CH2N(CH2CH20)5CH2CH2COOtBu 
5 (compose 8) 

Etape n°6 : Deprotection des^ aroupes 
tertiobutyloxvcarbonyle . 

Dans un dicol, on place le compose 8 auquel 
on ajoute l'anisole, puis le TFA. On laisse tourner la 

10 reaction pendent lh30 minutes a 25°C / puis on evapore 
le TFA sous pression reduite. Le brut est alors passe 
sur colonne de silice (70/230) avec comme elulant 95/5. 
CH 2 Cl 2 /MeOH / puis 90/10 CH 2 Cl 2 /MeOH. On recupere le 
compose 9 pur avec un rendement de 65 % . 

15 Fmoc 



HOOCCH2 CH 2 0(CH 2 CH2 0) 5 CH 2 CH 2 CH2N(CH 2 CH 2 0)5CH 2 CH2COOH 

(compose 9) 

On fixe les cyclopeptides P23 sur les deux 
20 groupes fonctionnels (COOH) du compose 9 en operant de 
la maniere suivante. 

On place le compose 9 en solution dans du 
THF et on 1' active au moyen de N,N- 
dimethylpropyl , ethylcarbodiimide . 
25 On ajoute alors une quant ite correspondant 

a 1 equivalent molaire de chaque cyclopeptide et on 
laisse le milieu pendant 12 heures a la temperature 
ambiante, puis on lyophilise. On reprend le lyophilisat 
par du chloroforme, on elimine l'uree qui s'est formee 
30 par filtration, et on evapore le filtrat sous pression 
reduite. 

On caracterise le produit obtenu par 
spectrometrie infrarouge a transformee de Fourier, .RMN 
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du proton et spectrometrie de masse. II correspond au 
produit recherche. 

Pour assurer la fixation de ce produit sur 
un support, on fixe tout d'abord sur le groupe NH du 
5 compose organique un bras espaceur comportant, une 
fonction polymerisable . On procede de la maniere 
suivante - 

Deprotection du aroupe NH 

On realise tout d'abord la deprotection du 
10 groupe NH du compose 9 par traitement par la 
piperidine . 

On prepare par ailleurs le bras espaceur en 
effectuant la reaction suivante : 




15 

Dans un tricol on ajoute ie sel et l'eau, 
puis 1 ' aminoacide H 2 N (CH 2 ) 5 -C00H ; le tout est refroidi 
a 0°C. Sous forte agitation, on ajoute le chlorure de 
1'acide acrylique/ a raison d 1 environ 3- mL par minute. 

20 On laisse tourner 10 minutes a temperature 

ambiante, puis on passe la solution sur fritte.. Le 
ballon est remis a 0°'C et sous forte agitation. On 
ajoute alors HCl concentre pour obtenir un pH = 2. Ceci 
provoque une precipitation du produit. Le melange est 

25 alors filtre et le produit seche (compose 10) est pur. 
Le rendement est de 75 % 
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Condensation du co mpose 10 . 

On condense le compose 10 sur le peptide P 
qui est un substrat de metalloprotease de la matrice 
extracellulaire, lors de la derniere etape de sa 
5 synthese en phase solide, puis 1' ensemble est libere de 
la resine sans deprotection des chaines laterales. 

La molecule obtenue est alors condensee 
" grace au dicyclohexyl carbodiimide sur le compose 9 
deprotege. On deprotege alors les chaines laterales du 
10 peptide du bras espaceur, puis on fixe le bras, sur un 
support en polymere par 1' intermediate • des fonctions 
acryliques du bras . 

On utilise comme support un film industriel 
de 25 ixm d'epaisseur en polyterephtalate d'ethylene 
15 (PTE) et on l'extrait prealablement au Soxhlet par du 
toluene a reflux, a une temperature de 110 °C, pendant 
12 heures, afin d'eliminer toute trace de monomere 
organique . 

On place ensuite sur le film de polymere 
20 une grille metallique en nickel ou en cuivre, d'une 
epaisseur de 50 fim, percee de trous circulaires d'un 
diametre de 5 a 10 /im repartis regulierement sur toute 
sa surface, avec un pas d' environ 100 p.m. La grille a 
ete fabriquee par electrof ormage pour presenter une 
25 reproductibilite parfaite et une tres haute precision 
de l'ordre de micrometre. 

On soumet ensuite le film de polymere a une 
irradiation au moyen d'un faisceau d' electrons pour 
irradier uniquement les zones correspondant aux trous 
30 de la grille. Le faisceau d' electrons presente les 
caracteristiques suivantes : 
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- energie Ep = 2,5 MeV, 
intensite maximale Imax = 1 fiA, 

- dose maximale = 500 kGy. 

On effectue 1' irradiation sous atmosphere 
5 contenant de l'oxygene. 

Apres irradiation, on retire la grille du 
film de polymere et on met le film de polymere irradie 
en contact avec le compose organique sur lequel sont 
fixes les deux cyclopeptides pour greffer ce compose,- 
10 par 1' intermediate du bras espaceur, sur le film de 
polymere. Cette fixation est effectuee en mettant en 
contact le film avec une solution 10" 2 M du compose 
organique obtenu precedemment, dans de 1 ' acetonitrile, 
. . en operant a 40°C. 
15 On greffe ainsi le compose organique par 

les fonctions acryliques du bras espaceur sur les zones 
irradiees du film de polymere. 

On caracterise le produit final par 
spectrometrie FT-IR et XPS . '. 

20 

Exemple 2 : Preparation d'un systeme comportant deux 
cyclopeptides . 

Dans cet exemple, on suit le meme mode 
25 operatoire que dans 1 ' exemple precedent pour coupler 
deux cyclopeptides P23 sur deux fonctions du compose 
organique decrit, utilise precedemment. 

Pour realiser le couplage, on place le 
compose organique en solution dans du chloroforme et on 
30 1' active par du dicyclohexylcarbodiimide DCCI, puis on 
ajoute une quant ite correspondant a 1 equivalent 
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molaire de chaque cyclopeptide et on maintient ' le 
milieu reactionnel pendant 12 heures k 4°C. On elimine 
le precipite de dicyclohexyluree par filtration, puis 
on evapore le filtrat sous pression reduite. 
5 On caracterise le produit obtenu par 

spectrometrie infrarouge a transformee de Fourier, RMN 
du proton et spectrometrie de masse, comme 
precedemment . 

On fixe ensuite sur le groupe NH du compose 
10 organique un bras espaceur comme dans l'exemple 1. 

Puis on fixe 1' ensemble sur un support 
constitue par un film industriel de 25 pm d'epaisseur 
en poly (iluorure de vinyl idene/hexaf luoropropylene) 
PVDF-HFP. On soumet prealablement le film a une 
15 extraction au Soxhlet dans du dichloromethane a reflux, 
a une temperature de 40°C, pendant 12 heures, afin 
d'eliminer toute trace de monomere organique* 

On soumet ensuite le film a une irradiation 
sous air par des ions lourds rapides. Les ions utilises 
20 sont des ions oxygene ayant une energie primaire E p 
d' environ 10 MeV/uma, a des fluences comprises entre 
10^ et 10 9 ions/cm 2 et a des intensites de l'ordre de 
10 ? a 5.10 2 nA. On choisit un regime a faible fluence de 
fa?on a ce qu'il n'y ait pas de recouvrement des traces 
25 latentes. 

Ce regime est directement determine par. les 
parametres de 1' irradiation (numero atomique de l'ion, 
energie primaire, fluence) . Dans ce cas, la 
distribution aleatoire des centres actifs dans la zone 
30 perturbee creee lors de 1 ' irradiation (emergence- des 
traces latentes) permet de radiogreffer au moins deux 
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bras espaceurs organiques portant chacun un 
cyclopeptide, en bloquant la distance entre les points 
d'ancrage de telle sorte que la distance d entre deux 
cyclopeptides favorise la dimerisation des recepteurs 
5 du VEGF . 

Les zones irradiees sont utilisees pour 
greffer, grace aux radicaux libres crees le long de la 
trace latente de l'ion et a 1' emergence de celle-ci a 
la surface du film de polymere, des bras espaceurs 
10 organiques portant. les cyclopeptides obtenus comme il 
est decrit ci-dessus, par reaction de leur fonction de 
type acrylique avec le support irradie. 

Ce couplage est effectue par chauffage a 
40°C du film irradie mis en presence d'une solution 
15 10~ 3 M des bras organiques porteurs des cyclopeptides, 
dans le tetrahydrofurane. 

On caracterise le compose final par 
spectrometrie FT-IR et XPS. 
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Tableau 1 



SEQ ID NO : 14 


P1 


H-Arg-lle-Lys-Pro-His-OH 


SEQ ID NO : 15 


P2 


H-Gln-lle-Met-Arg-lle-Lys-Pro-His-OH 


SEQ ID NO : 16 


P3 


H-Arg-lle-Lys-Pro-His-Gln-Gly-OH 


SEQ ID NO: 17 


P4 


H-Gln-lle-Met-Arg-lle-Lys-Pro-His-Gln-Gly-Gln-His-lle-Gly-Glu-OH 


SEQ ID NO: 18 


P5 


H-Gln-lle-Met-Arg-lle-Lys-Pro-His-Gln-Gly-Gln-His-lle-Gly-OH 


SEQ ID NO : 19 


P6 


H-Gly-Arg-lle-Lys-DPro-His-Gln-Gly-Gln-His-OH 


SEQ ID NO : 2 


P7 


cyclo(Gly-Arg-lle-Lys-DPro-His-Gln-Gly-Gln-His) 


SEQ ID NO : 3 


P8 


cyclo(Gly-Arg-lle-Lys-Pro-His-Gln-Gly-His) 


SEQ ID NO: 4 


P9 


cyclo(Pro-Arg-lle-Lys-Pro-His-Gln-Gly-Gln-His) 


SEQ ID NO : 20 


P10 


H-Gln-lle-Met-Arg-lle-Lys-Pro-His-Gln-Gly-Gln-His-lle-Gly-Glu-Oallyle 


SEQ ID NO : 5 


P11 


cyclotDPhe^ro-Gln-lle-Met-Arg-lle-Lys-Pro-His-Gln-Gly-Gln-His-lle-Gly-Glu) 


SEQ ID NO : 6 


P12 


cyclo(Gly-Gln-lle-Met-Arg-lle-Lys-Pro-His-Gln-Gly-Gln-His-lle-Gly-Glu) 


SEQ ID NO : 7 


P13 


cyclo(Pro-Gln-lle-Met-Arg-IIe-Lys-Pro-His-Gln-Gly-Gln-His-lle-Gly-Glu) 


SEQ ID NO : 21 


P14 


H- Pro-Gln-lle-Met-Arg-lle-Lys-Pro-His-Gln-Gly-Gln-His-lle-Gly-Glu-OH 


SEQ ID NO : 22 


P15 


H-Gly-Gln-lle-Met-Arg-IIe-Lys-Pro-His-Gln-Gly-Gln-His-lle-Gly-Glu-OH 


SEQ ID NO: 8 


P16 


cyclo(Arg-lle-Lys-Pro-His-Gln-Gly) 


SEQ ID NO : 9 


P17 


cyclo(Pro-Arg-lle-Lys-Pro-His-Gln-Gly) 


SEQ ID NO : 23 


P18 


cyclo(DPhe-Arg-lle-Lys-Pro-His-Gln) 


SEQ ID NO : 10 


P19 


cyclo(Gln-lle-Met-Arg-lle-Lys-Pro-His-Gln-Gly-Gln-His-lle-Gly-Glu) 


SEQ ID NO: 11 


P20 


cyclo(DPhe-Pro-Gln-lle-Met-Arg-lle-Lys-Pro-His-Gln-Gly-Gln-His-lle-Gly) 


SEQ ID NO : 12 


P21 


cyclo(DPhe-Pro-lle-Met-Arg-lle-Lys-Pro-His-Gln-Gly-Gln-His-lle) 


SEQ ID NO : 24 


P22 


cyclo(Glu-Gln-lle-Met-Arg-lle-Lys-Pro-His-Gln) 


SEQ ID NO : 13 


P23 


cyclo(DTyr-Pra-Arg-lle-Lys-Pro-His-Gln) 


SEQ ID NO : 25 


P24 


cyclo(Gly-Arg-lle-Lys-Pro-His) 
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Tableau 2 



Peptide 


Sequence 
d'acides 
amines de VEGFiw 


Nombre 
d'acides 
amines 


Methode 

de 
synthese 


Masse 
Moleculaire 


IC<;n 
(MM) 


calculee 


trouvee 


P1 . 


on oo 

82-86 


5 




649,8 


650,3 


>300,0 


P2 


79-86 


8. 




1022,3 


1022,1 


>300,0 


P3 


oo o n 

82-88 


7 




835,0 


836,6 


>300,0 


P4 


—rr\ r\r\ 

! 79-93 


A C 

15 




1772,1 


1773,3 


>300,0 


P5 


79-92. 


4 A 

14 




1642,9 


1644,1 


>300,0 


P6 


Gly lJ1 -82-90- DPro 85 


4 A 

10 




1157,3 


1158,4 


>300,0 


P7 


(Gly 81 -82-90)DPro 85 


4 A 

10 


A 


1139,3 


1139,9 


>300,0 


P8 


(Gly 81 -82-88 - His 89 ) 


A 

9 


A 


1011,2 


1012,0 


200,0 


P9 


/n»-fll oo aa\ 

(Pro 81 -82-90) 


4 A 

10 


A 

A 


1179,6 


1180,6 


300,0 


a 

P10 


*7A OO _ II,' 1 _ 

79-93-Oallyle 


4 C 

15 




1821,1 


1813,1 


>300,0 


P11 


(Drne"-rro /a -79-93) 


A ~7 

17 


A 

A 


1998,3 


1998,7 . 


2,0 


rn o 
P12 


/f"Mw7R 7ft AO\ 

(bly'°-79-9o) 


16 


A, B 


1811,1 


1813,1 


300,0 


P13 


/D^7fl 7fl AO\ 

(rro /a -/y-9oj 


A C 

16 


A, B 


1851,2 


1851,4 


>300,0 


P14 


n»-_7fi -to no 

pro AtJ -/y-9o 


1o 




1869,2 


1869,0 


>300,0 


P15 


/^Ui7ft 7fl oo 

bly /0 -/9-9o 


16 




1829,1 


1828,5 


>300,0 


rib 


/oo QQ\ 


1 


A 

A 


817,0 


817,9 


oo o 

32,0 


r i / 


(rT0 0 '-oz-ooj 


Q , 

o 


A 

A 


. 914,1 


915,6 


10,0 


P18 


(DPhe 81 ~82-87^ 

yU/r 1 Ufa vi y 


7 


A 


1004,2 


1004,7 


:> inn n 


P19 


(79-93) 


15 


B 


1754.0 


1755,0 


5,0 


P20 


(DPhe^-Pro 78 ^^) 


16 


B 


. 1869,2 


1869,7 


10,0 


P21 


(DPhe 78 -Pro 79 -80-91) 


14 


B 


1684,0 


1685,4 


200,0 


P22 


(Glu 78 — 79-87) 


10 


B 


1261,5 


1262,7 


>300,0 


P23 


(DTyr80-p ro 8i-82-87) 


8 


A 


1020,2 


1021,7 


8,0 


P24 


(Gly 81 -82-86) 


6 


A 


688,8 


689,9 


8,0 
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REVENDICATIONS 

1. Cyclopeptide comportant la sequence 

peptidique : 

-Arg-lle-Lys-Pro-His-Gln-Gly- 
5 SEQ ID NO : 1 

2. Cyclopeptide selon la revendication 1, 

dans lequel les residus afginine et glycocolle sont 
reunis par une chaine comportant une ou plusieurs 
molecules organiques choisies parmi les acides amines 
10 naturels et synthetiques et les composes organiques 
comportant un groupe COOH et un groupe NH 2 
eventuellement substitui. 

3 . Cyclopeptide choisi parmi les composes 

suivants : 

15 P7 : cyclo(Gly-Arg-lle-Lys-DPro-His-Gln-Gly-Gln-His) 

SEQ ID NO : 2 
P8 : cyclo(Gly-Arg-lle-Lys-Pro-His-Gln-Gly-His) 

SEQ ID NO : 3 
P9 : cyclo(Pro-Arg-lle-Lys-Pro-His-Gln-Gly-Gln-His) 
20 SEQ ID NO :4 

P1 1 : cyclo(DPhe-Pro-Gln-lle-Met-Arg-lle-Lys-Pro-His-Gln-Gly-Gln-His-lle-Gly-Glu) 
SEQ ID NO: 5 

P1 2 : cyclo(Gly-Gln-lle-Met-Arg-lle-Lys-Pro-His-Gln-Gly-Gln-His-lle-Gly-Glu) 
SEQIDN0:6 

25 P1 3 : cyclo(Pro-Gln-lle-Met-Arg-lle-Lys-Pro-His-Gln-Gly-Gln-His-lle-Gly-Glu) 

SEQIDN0:7 

P16 : cyclo(Arg-lle-Lys-Pro-His-Gli>Gly) 

SEQ ID NO : 8 
P17 : cyclo(Pro-Arg-lle-Lys-Pro-His-Gln-Gly) 
30 SEQ ID NO: 9 

P 1 9 : cyclo(Gln-lle-Met-Arg-l I e-Lys-Pro-His-GI n-Gly-Gln-H is-l le-Gly-G!u) 
SEQ ID NO: 10 

P20 : cyclo(DPhe-Pro-Gln-lle-Met-Arg-lle-Lys-Pro-His-Gln-Gly-Gln-His-lle-Gly) 
SEQ ID NO: 11 

35 P21 :cyclo(DPhe-Pro-lle-Met-Arg-lle-Lys-Pro-His-Gln-Gly-Gln-His-lle) 

SEQ ID NO: 12 
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P23 : cyclo(DTyr-Pro-Arg-lle-Lys-Pro-His-Gln) 
SEQ ID NO : 13 

P24 : cyclo(Gly-Arg-lle-Lys-Pro-His) 
SEQ ID NO : 25 



4 . Composition pharmaceutique pour inhiber 
1' angiogenese comprenant un cyclopeptide choisi parmi 
les cyclopeptides : 

P1 1 : cyclo(DPhe-Pro-Gln-lle-Met-Arg-lle-Lys-Pro-His-Gln-Gly-Gln-His-lle-Gly-Glu) 
10 " SEQ ID NO: 5 

P16 : cyclo(Arg-lle-Lys-Pro-His-Gln-Gly) 

SEQ ID NO : 8 
P17 : cyclo(Pro-Arg-lle-Lys-Pro-His-Gln-Gly) 

SEQ ID NO : 9 

15 P1 9 : cyclo(Gln-lle-Met-Arg-lle-Lys-Pro-His-Gln-Gly-Gln-His-lle-Gly-Glu) 

SEQIDNO-.10 

P20 : cyclo(DPhe-Pro-Gln-lle-Met-Arg-lle-Lys-Pro-His-Gln-Gly-Gln-His-lle-Gly) 

SEQ ID NO: 11 
P23 : cyclo(DTyr-Pro-Afg-lle-Lys-Pro-His-Gln) 
20 SEQ ID NO: 13 

P24 : cyclo(Gly-Arg-lle-Lys-Pro-His) 
SEQ ID NO : 25 

5. Composition phamaceutique pour activer 
25 1' angiogendse • comprenant deux cyclopeptides identiques 

ou differents, couples avec un compose organique 
pharmaceutiquement acceptable, les cyclopeptides £tant 
choisis parmi. les cyclopeptides : 

P1 1 : cyclo(DPhe-Pro-Gln-lle-Met-Arg-lle-Lys-Pro-His-Gln-Gly-Gln-His-lle-Gly-Glu) 
30 ' SEQ ID NO: 5 

P16 : cyclo(Arg-lle-Lys-Pro-His-Gln-Gly) 
SEQ ID NO: 8 

P17 : cyclo(Pro-Arg-lle-Lys-Pro-His-Gln-Gly) 
SEQIDN0:9 

35 P1 9 : cyclo(Gln-lle-Met-Arg-lle-Lys-Pro-His-Gln-Gly-Gln-His-lle-Gly-Glu) 

SEQ ID NO : 10 
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P20 : cyclo(DPhe-Pro-Gln-l^ 

SEQ IDNO:11 

P23 : cyclo(DTyr-Pro-Arg-lle-Lys-Pro-His-Gln) 
SEQ ID NO: 13 

5 P24 : cyclo(GIy-Arg-lle-Lys-Pro-His) 

SEQ ID NO: 25 

S . Systeme comportant un cyclopeptide 
selon l'une quelconque des revendications 1 a 3, lie de 
10 fagon covalente a un bras espaceur organique. 

7. Systeme selon la revendication 6, dans 
lequel le bras espaceur organique est lie de fagon 
covalente a un support. 

8. Systeme comportant deux cyclopeptides 
15 selon l'une quelconque des revendications 1 a 3, lies 

de fagon covalente a un compose organique. 

9. Systeme selon la revendication 8, dans 
lequel la distance entre 'les deux cyclopeptides est 
telle que, lorsque le systeme est mis en contact avec 

20 des cellules exprimant les recepteurs du facteur de 
croissance de 1' endothelium vasculaire (VEGF) , " il 
autorise la dimerisation de ces recepteurs. 

10. Systeme selon l'une quelconque des 
revendications 8 et 9, dans lequel le compose organique 

25 est lie de fagon . covalente ,a- un support par 
1' intermediaire d'un bras espaceur organique. 

11. Systeme comportant un support solide 
sur lequel sont fixes par liaison covalente des 
cyclopeptides selon l'une quelconque des revendications 

30 1 a 3, chacun des cyclopeptides etant relie au support 
par un bras espaceur organique. 

12. Systeme selon l'une quelconque des 
revendications 6 a 11 # dans lequel le bras espaceur 
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comprend une chaine hydrocarbonee , f luorocarbonee, 
polye ther , polyethylene glycol , polyamine , polyamide , 
polyester, polysiloxane ou une combinaison de celles- 
ci, qui est f onctionnalisee a chaque extremite pour 
5 former une liaison covalente, d'une part, avec le 
cyclopeptide et, d' autre part, avec le support. 

13. Systeme selon l'une quelconque des 
revendications 6 a 12, dans lequel le bras espaceur 
organique comprend de plus iin motif susceptible d'etre 

10 coupe par un systeme enzymatique. 

14 . Systeme selon la revendication 13 , dans 
lequel le bras espaceur organique comprend de plus un 
compose bioactif. 

15. Systeme selon l'une quelconque des 
15 revendications 7, 10 et 11, dans lequel le support est 

un solide organique ou inorganique. 

16. Systeme selon l'une quelconque des 
revendications 7, 10 et 11, dans lequel le support est 
un polymere organique sous forme solide ou sous forme 

20 de gel. 

17. Systeme selon la revendication 16, dans 
lequel le polymere organique est un polymere 
biocompatible, biodegradable ou non. 

18. Systeme selon la revendication 17, dans 
25 lequel le polymere organique est choisi parmi le 

polyterephtalate d' ethylene, les copolymeres de 
fluorure de vinylidene et d' hexaf luoropropylene, les 
alcools polyvinyl iques, les polyhydroxyethyl 

methacrylate, les polysacharides et leurs copolymeres. 
30 19. Systeme inhibiteur de 1 ' angiogenese 

selon l'une quelconque des revendications 6 et 7, dans 
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lequel le cyclopeptide est choisi parmi les 
cyclopeptid.es : 

P1 1 : cyclo(DPhe-Pro-Gln-lle-Met-Arg-lle-Lys-Pro-His-Gln-Gly-Gln-His-lle-Gly-Glu) 
SEQ ID NO : 6 

5 P16 : cyclo(Arg-lle-Lys-Pro-His-Gln-G)y) 

SEQ ID NO : 8 

P17 : cyclo(Pro-Arg-lle-Lys-Pro-His-Gln-Gly) 
SEQ ID NO: 9 

P1 9 : cyclo(Gln-lle-Met-Arg-lle-Lys-Pro-His-Gln-Gly-Gln-His-lle-Gly-Glu) 
10 ' SEQIDNO:10 

P20:cyclo(DPhe-Pro-Gln-lle-Met-Arg-lle-Lys-Pro-His-Gln-Gly-Gln-His-lle-Gly) 
SEQ ID NO: 11 

P23 : cyclo(DTyr-Pro-Arg-lle-Lys-Pro-His-Gln) 
SEQ ID NO: 13 

15 P24 : cyclo(Gly-Arg-lle-Lys-Pro-His) . 

SEQIDNO.-25 

20. .Systeme activateur de 1' angiogenese 
selon l'une quelconque des revendications 8 a 10, dans 
20 lequel . le cyclopeptide est choisi parmi les 
cyclopeptides : 

P1 1 : cyclo(DPhe-Pro-Gln-lle-Met-Arg-lle-Lys-Pro-His-Gln-Gly-Gln-His-lle-Gly-Glu) 
SEQ ID NO: 6 

P16 : cyclo(Arg-lle-Lys-Pro-His-Gln-Gly) 
25 SEQ ID NO: 8 

P17 : cyclo(Pro-Arg-lle-Lys-Pro-His-Gln-Gly) 
SEQIDN0:9 

P1 9 : cyclo(Gln-lle-Met-Arg-lle-Lys-Pro-His-Gln-Gly-Gln-His-lle-Gly-Glu) 
SEQ ID NO : 10 

30 P20 : cyclo(DPhe-Pro-Gln-lle-Met-Arg-lle-Lys-Pro-His-Gln-Gly-Gln-His-lle-Gly) 

SEQ ID NO: 11 
■ P23 : cyclo(DTyr-Pro-Arg-lle-Lys-Pro-His-Gln) 
SEQ ID NO : 13 

P24 : cyclo(Gly-Arg-lle-Lys-Pro-His) 
35 SEQ ID NO: 25 
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21. Proc€de de preparation d'un 

cyclopeptide selon l'une quelconque des revendi cat ions 
1 a 3, qui consiste ; 

a} a preparer un peptide lineaire par synthese 
5 chimique sur une phase solide, 

b) S lib£rer le peptide lineaire de la phase 
solide, et 

c) a coupler les extremites du peptide lineaire 
pour former le cyclopeptide. 

10 22. Procede de preparation d'un 

cyclopeptide selon l'une quelconque des revendications 
1^3, qui consiste : 

a) a preparer un peptide lineaire par synthese 
chimique sur une phase solide , 

15 b) a coupler l'extremite libre du peptide lineaire 

avec une fonction terminale d'un r6sidu d'acide 
amine du peptide lineaire, et 

c) a liberer le cyclopeptide de la phase solide. 

23. Procede de preparation d'un systeme 
20 selon l'une quelconque des revendications 16 & 18, qui 

consiste a soumettre un support en.polymere organique a 
une irradiation au moyen de rayonnements ionisants, de 
plasmas ou de photons, sur des zones definies du 
support, et a greffer ensuite sur ces zones du support 
25 le bras espaceur organique. 

24. Procede selon la revendication 23, dans 
lequel on realise 1 ' irradiation au travers d'un masque. 

25. Procede selon la revendication 23, dans 
lequel les rayonnements ionisants sont un f aisceau 

30* d' electrons ou d'ions lourds rapides. 
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26. Procede selon la revendication 23, dans 
lequel les cyclopeptides sont fixes sur les bras 
espaceurs organiques, avant greffage. 

27. Procede selon la revendication 23, qui 
.5 comprend de plus une etape de fixation des 

cyclopeptides sur les bras espaceurs organiques, apres 
greffage de ceux-ci. 
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LISTE DE SEQUENCES 

<110> Commissariat a l'energie atomique 

Universite Victor Segalen - Bordeaux 2 
University Bordeaux 1 
BETZ Natacha 
BIKFALVI Andreas 
DELERIS Gerard 

<120> Cyclopeptides, leur proc€de de preparation et leur 
utilisation comme inhibiteur ou activateur de 
1 1 angiogenese 

<130> B 13445.3 MDT 

<140> 
<141> 

<150> FR n° 0012654 
<151> 2000-10-04 

<160> 25 

<170> Patentln Ver. 2.1 

<210> 1 
<211> 7 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: sequence 
issue de VEGF-A 

<400> 1 

Arg lie Lys Pro His Gin Gly 
1 5 



<210> 2 
<211> 10 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: sequence 
issue de VEGF-A 

<220> 

<223> peptide cyclique 
<400> 2 

Gly Arg lie Lys Pro His Gin Gly Gin His 
1 ~ 5 10 



<210> 3 
<211> 9 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 



1 
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<220> 

<223> Description de la sequence artif icielle : sequence 
issue de VEGF-A 

<220> 

<223> peptide cyclique 
<220> 

<221> MOD_RES 
<222> (5) 
<223> (D)Pro 

<400> 3 

Gly Arg lie Lys Pro His Gin Gly His 
1 ~ 5 



<210> 4 
<211> 10 
<212> PRT 

<213> Sequence artif icielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artif icielle : sequence 
issue de VEGF-A 

<220> 

<223> peptide cyclique 
<400> 4 

Pro Arg lie Lys Pro His Gin Gly Gin His 
15 10 



<210> 5 
<211> 17 
<212> PRT 

<213> Sequence artif icielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artif icielle : sequence 
issue de VEGF-A 

<220> 

<223> peptide cyclique 
<220> 

<221> M0D_RES 
<222> (1) 
<223> (D)Phe 

<400> 5 ^ 
Phe Pro Gin lie Met Arg lie Lys Pro His Gin Gly Gin His lie Gly 
15 10 15 

Glu 



<210> 6 
<211> 16 
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<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: sequence 
issue de VEGF-A 

<220> 

<223> peptide cyclique 
<400> S 

Gly Gin He Met Arg He Lys Pro His Gin Gly Gin His He Gly Glu 
15 10 15 



<210> 7 
<211> 16 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: sequence 
issue de VEGF-A 

<220> 

<223> peptide cyclique 
<400> 7 

Pro Gin He Met Arg He Lys Pro His Gin Gly Gin His He Gly Glu 
15 10 15 



<210> 8 
<211> 7 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: sequence 
issue de VEGF-A 

<220> 

<223> peptide cyclique 
<400> 8 

Arg He Lys Pro His Gin Gly 
1 5 



<210> 9 
<211> 8 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: sequence 
issue de VEGF-A 

<220> 

<223> peptide cyclique 
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<400> 9 

Pro Arg lie Lys Pro His Gin Gly 
1 5 



<210> 10 
<211> 15 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: sequence 
issue de VEGF-A 

<220> 

<223> peptide cyclique 
<400> 10 

Gin He Met Arg He Lys Pro His Gin Gly Gin His He Gly Glu 
X 5 10 15 



<210> 11 
<211> 16 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: sequence 
issue de VEGF-A 

<220> 

<223> peptide cyclique 
<220> 

<221> MOD_RES 
<222> (1) 
<223> (D)Phe 

<400> 11 

Phe Pro Gin He Met Arg He Lys Pro His Gin Gly Gin His He Gly 
15 10 15 



<210> 12 
<211> 14 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: sequence 
issue de VEGF-A 

<220> 

<223> peptide cyclique 
<220> 

<221> MOD_RES 
<222> (1) 
<223> (D)Phe 



4 
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<400> 12 

Phe Pro lie Met Arg He Lys Pro His Gin Gly Gin His He 
1 5 10 



<210> 13 
<211> 8 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: sequence 
issue de VEGF-A 

<220> 

<223> peptide cyclique 
<220> 

<221> MOD__RES 
<222> (1) 
<223> (D)Tyr 

<400> 13 

Tyr Pro Arg He Lys Pro His Gin 
1 " 5 



<210> 14 
<211> 5 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: sequence 
issue de VEGF-A 

<400> 14 

Arg He Lys Pro His 
1 5 



<210> 15 
<211> 8 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: sequence 
issue de VEGF-A 

<400> 15 

Gin He Met Arg He Lys Pro His 
1 5 



<210> 16 
<211> 7 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 
<220> 



5 
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<223> Description de la sequence artif icielle: sequence 
issue de VEGF-A 

<400> 16 

Arg lie Lys Pro His Gin Gly 
1 5 



<210> 17 
<211> 15 
<212> PRT 

<213> Sequence artif icielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artif icielle : sequence 
issue de VEGF-A 

<400> 17 

Gin lie Met Arg lie Lys Pro His Gin Gly Gin His lie Gly Glu 
1 5 10 15 



<210> 18 
<211> 14 
<212> PRT 

<213> Sequence artif icielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artif icielle: sequence 
issue de VEGF-A 

<400> 18 

Gin lie Met Arg He Lys Pro His Gin Gly Gin His He Gly 
15 10 



<210> 19 
<211> 10 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: sequence 
issue de VEGF-A 

<220> 

<221> M0D_RES 
<222> (5) 
<223> (D)Pro 

<400> 19 

Gly Arg He Lys Pro His Gin Gly Gin His 
1 5 10 



<210> 20 
<211> 15 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 
<220> 



6 
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<223> Description de la sequence artif icielle : sequence 
issue de VEGF-A 

<400> 20 

Gin lie Met Arg He Lys Pro His Gin Gly Gin His He Gly Glu 
15 10 15 



<210> 21 
<211> 16 
<212> PRT 

<213> Sequence artif icielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artif icielle : sequence 
issue de VEGF-A 

<400> 21 

Pro Gin He Met Arg He Lys Pro His Gin Gly Gin His He Gly Glu 
1 5 10 15 



<210> 22 
<211> 16 
<212> PRT 

<213> Sequence artif icielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artif icielle: sequence 
issue de VEGF-A 

<400> 22 

Gly Gin He Met Arg He Lys Pro His Gin Gly Gin His He Gly Glu 
15 10 15 



<210> 23 
<211> 7 
<212> PRT 

<213> Sequence artif icielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artif icielle : sequence 
issue de VEGF-A 

<220> 

<223> peptide cyclique 
<220> 

<221> M0D_RES 
<222> (1) 
<223> (D)Phe 

<400> 23 

Phe Arg He Lys Pro His Gin 
1 5 



<210> 24 
<211> 10 
<212> PRT 
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<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: sequence 
issue de VEGF-A 

<220> 

<223> peptide cyclique 
<400> 24 

Glu Gin lie Met Arg He Lys Pro His Gin 
15 10 



<210> 25 
<211> 6 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: sequence 
issue de VEGF-A 

<220> 

<223> peptide cyclique 
<400> 25 

Gly Arg He Lys Pro His 
1 5 



8 



